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UTILISATION D'AU iViOJNS UN PEPTIDE DE LA CASEINE A ACTIVITE 
INHIBITRICE DE L'ENZYME DE CONVERSION DE L'ANGIOTENSINE I POUR 
LA PREPARATION DE MEDICAMENTS, D'ALIMENTS ET DE 
COMPLEMENTS ALIMENTA1RES 

5 

La presente invention concerne I'utilisation d'un ou plusieurs peptides de 
la caseine bovine, ayant une activite inhibitrice de I'enzyme de conversion 
de I'angiotensine I pour ia preparation de medicaments, d'aliments et de 
complements alimentaires a activity de type anti-hypertensive. 

10 La caseine entiere est un ensemble de proteines du lait qui a ete 

largement etudie, par exemple par GROSCLAUDE (1), SWAISGOOD (2) et 
GRAPPIN et RIBADEAU-DUMAS (3). La chromatographic sur DEAE-cellulose 
permet de fractionner a partir de la caseine entiere, les caseines y, k, p, a 5 , et 
ots r Les sequences en acides amines de ces caseines sont bien connues [EIGEL et 

15 a/. (4), HOLT and SAWYER (5)] ; en particulier, celle de la caseine a ete 
determinee par BRIGNON et al. (6) et STEWART et al. (7). '% 

■l*i,. 

On sait deja que certains fragments peptidiques de ces differentes 

caseines ont des activites biologiques diverses [CLARE and SWAISGOOD (8), 

'•i 

MEISEL (9)]. En ce qui concerne la caseine a^, les peptides CNa^-Cf 165-203) 
20 [ZUCHT et al. (10)], CNa S2 -(f 183-207) et CNa S2 -(f164-179) [RECIO and VISSER 
(11)] presentent une activite antibacterienne et les peptides CNo^f 1 89-1 93), 
CNas 2 -(f190-197) et CNcx S2 -(f 198-202) inhibent I'enzyme de conversion de 
I'angiotensine I [CORVOL eta/. (12)] avec des valeurs d'lC^ qui est la quantite 
de peptide necessaire pour inhiber 50% de I'activite enzymatique, egales a 
25 580 # 300 et 400 pM respectivement [MAENO eta/. (13)]. Toutefois ces peptides 
ne presentent pas d'effet antihypertensif significatif in vivo sur des lignees de 
rats spontanement hypertendus 6 heures apr^s Tadministration orale d'une 
dose de 1 mg de peptide de synthese/kg de rat [MAENO eta/. (13)]. 

L'enzyme de conversion de I'angiotensine I, d^nommee ci-apres I'EGA 
30 joue in vivo un role cle dans la regulation de la pression arterielle [WEBER 
(14)]. Les inhibiteurs de I'ECA (captopril, benazepril, enalapril, lisinopril...) 



# • 



[PIEPHO (15)] sont une des principals classes de molecules utilisees pour 
lutter contre I'hypertension. lis sont particulierement indiques pour les 
patients diabetiques et les insuffisants cardiaques ou renaux [O.M.S. (16). 
J.N.C. (17)]. 

5 II importe, selon le demandeur. de proposer des inhibiteurs de I'ECA qui 

p^sentent des vaJeurs d'ic r0 qu i soient nettement in ferieures a celles des trois 
peptides de la caseine a,,, cites ci-dessus. Par valeurs nettement inferieures, on 
peut retenir des valeurs de I'ordre de ou inferieures a 60 uM, sachant 
toutefois qu'il subsiste une certaine imprecision quant a la valeur obtenue en 
0 fonction des conditions operators et qu'il convient done de se reporter aux 
conditions decrites ci-apres pour la determination de ladite valeur. 

Or le demandeur a trouve par des tests in vitro que certains peptides de 

la. caseine.a,. present 

jusqu'a lors, avec des valeurs de I'ordre de ou inferieures a 60 >iM. II s'agit de 
15 cinq peptides qui peuvent etre obtenus par hydrolyse trypsique de la caseine 
a savoir CNa^S-BZ). 0^-^92-98), CNcx S2 -(f174-179), CNcx.^fiyA-ISI), 
0^,-^182-184) et de deux autres peptides obtenus par synthese chimique a 
savoir CNos^tfZS-BO) et CNo S2 -(f174-177). 

Cest done I'objet de la presente invention que de revendiquer 
20 I'utilisation pour la preparation de medicaments a activite de type anti- 
hypertensive, utiles pour le traitement ou la prevention de I'hypertension. 
d'un ou plusieurs peptides, ayant une activite inhibitrice vis-a-vis de I'ECA avec 
des valeurs d'lQ de I'ordre de ou inferieures a 60 uM, choisis parmi le groupe 
de peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 
25 Thr-Val-Tyr, 
1 

Asn-Met-Ala-He-Asn-Pro-Ser-Lys, 

1 5 
Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr. 

30 1 5 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr. 

1 5 



Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys, 

1 5 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro, 

1 5 ? 

Phe-Ala-Leu-Pro. 

1 

La presents invention concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant a titre d'ingredient actif une quantite efficace 
d'au moins un desdits peptides en combinaison avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne egalement les produits alimentaires qui 
contiennent a titre de principe actif au moins un desdits peptides, ou bien de 
I'hydrolysat trypsique total contenant au moins un desdits peptides ou bien 
une fraction de cet hydrolysat contenant au moins un desdits peptides en, 
combinaison avec des supports alimentaires, notamment de nature proteique;. 
iipidique ou glucidique. Ces complements alimentaires peuvent convenir poun. 
supplementer I'alimentation des personnes sujettes notamment a ; . 
I'hypertension ou afin de prevenir son apparition. 

Dans le groupe de peptides de la presente invention, 

le peptide Thr-Val-Tyr. [TVY (SEQ ID NO : 1)], de poids moleculaire 381,4, 
correspond au peptide 182-184 de la cas6ine a^, 

le peptide Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys, [NMAINPSK (SEQ ID NO : 2)], 
de poids moleculaire 874,0, correspond au peptide 25-32 de la caseine ot^, 

le peptide Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr, [FALPQY (SEQ ID NO : 3)], de poids 
moleculaire 737,9, correspond au peptide 174-179 de la caseine cc^, 

le peptide Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr, [FPQYLQY (SEQ ID NO : 4)] , de 
poids moleculaire 958,1, correspond au peptide 92-98 de la caseine a^, 

le peptide Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys, [FALPQYLK (SEQ ID NO : 5)], 
de poids moleculaire 979,2, correspond au peptide 174-181 de la caseine ct^, 

le peptide Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro, [NMAINP (SEQ ID NO : 6)] de poids 
moleculaire 658,8, correspond au peptide 25-30 de la caseine a^, 




* 

le peptide Phe-Ala-Leu-Pro, [FALP (SEQ ID NO: 7)1 de masse 
moleculaire 446.6. correspond au peptide 174-177 de la caseine 03,. 

Certains de ces peptides peuvent etre obtenus a partir de la caserne 
a, par hydrolyse enzymatique, de preference a I'aide de la trypsine. lis 
5 peuvent etre ensuite concentres ou isoles par chromatographie liquide haute 

performance (CHI P ) c n phase inv er se ot autres techniques de 

chromatographie (gel filtration, echange d'ions, etc.). par centrifugation (sur 
membrane) et autres techniques de separation sur membrane (microfiltration, 

ultrafiltration, etc.). 
10 Ces peptides peuvent aussi etre obtenus par synthese chimique selon les 

procedes bien connus de I'homme de I'art, tels que ceux decrits par exemple 
par MERRIFIELD (18). 

La-caseine-ej*^^ 

neutralisation a I'aide d'un alcali selon des procedes bien connus. Par 
15 exemple. on peut utiliser la methode de NITSCHMANN et LEHMANN (19). 

La caseine 03, utilisee comme produit de depart pour I'obtention de 
peptides du groupe selectionne dans le cadre de la presente invention, peut 
etre obtenue par les procedes classiques bien connus de I'homme du metier a 
partir du lait, de caseines entieres, de caseinates et de concentres de proteines 
20 totales du lait, obtenus par exemple selon les procedes decrits par THOMSON 
(20) et MAUBOIS (21). 

Par exemple on peut preparer la caseine a» en adaptant la methode 
decrite par SANOGO et a/. (22). Cette methode est une methode de 
fractionnement sur DEAE-cellulose utilisant un gradient discontinu de 
25 chlorure de calcium comme eluant. Elle permet de fractionner rapidement 
I'ensemble des caseines. Elle peut etre avantageusement mise en ceuvre avec, 
comme support echangeur d'anions, la DEAE-cellulose DE 23 [commercialisee 
par Whatman. Maidstone, Grande-Bretagne] qui est une resine seche. Apres 
cette etape. afin d'eliminer toute trace d'autres proteines, une etape 
30 supplementaire de chromatographie d'interaction hydrophobe en appliquant 
un gradient decroissant en phosphate de sodium sur une colonne TSKgel 
phenyl 5PW [TosoHaas, Stuttgart, Allemagne] peut etre realisee. 
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L'hydrolysat trypsique total de la caseine o^ 2 est obtenu par action de la 
trypsine sur la caseine a„ par exemple dans les conditions decrites ci-apres. 

Les premier, deuxieme, troisieme, quatrieme et cinquieme peptides [SEQ 
ID NO : 1, 2, 3, 4, 5] du groupe selectionne dans le cadre de la presente 
invention sont purifies, directement a partir de l'hydrolysat trypsique total, 
par fractionnement par CLHP en phase inverse a I'aide d'un gradient 
d'acetonitrile. Les pics peptidique collectes, correspondant a chacun de ces 
cinq peptides, sont lyophilises. 

Chacun de ces cinq peptides, seul ou en melange, ou bien une fraction de 
l'hydrolysat trypsique total contenant au moins I'un de ces cinq peptides ou 
bien l'hydrolysat trypsique total contenant les cinq peptides peut etre utilise 
comme principe actif soit dans des complements alimentaires en combinaison 
avec des supports alimentaires (par exemple des proteines, des lipides ou des 
glucides), soit dans des produits alimentaires destines a une alimentation 
particuliere. 

Les medicaments utiles pour le traitement de I'hypertension prepares 
avec au moins I'un des sept peptides du groupe selectionne dans le cadre de 
la presente invention peuvent etre administres par voie orale. 

Pour une administration par voie orale, les compositions 
phafmaceutiques peuvent etre sous forme de comprimes, gelules, poudres, 
granules ou toute autre forme administrable par voie orale. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail par I'exemple ci- 
apres non limitatif : 

A - Preparation de la caseine a. . 

Cinq grammes de caseinate d'ammonium sont dissous dans 200 mL de 
tampon acetate 20 mM, pH 6,6 contenant 3,3 M d'uree, 35 mM d'EDTA et 
0,1% de 2-mercaptoethanol puis on ajoute 20 g de DEAE-cellulose DE 23 
equilibree dans 150 mL du m§me tampon. Le melange resultant est agite 
pendant 1 5 min a 25°C puis filtre sur un filtre n°41 [Whatman]. Le retentat est 
elue avec 2 fois 250 mL de tampon acetate-uree-EDTA sans 2- 
mercaptoethanol, Les trois filtrats sont regroupes. Ce premier cycle 




d'agitation-filtration permet d'eliminer une fraction FO. Les fractions 
caseiniques suivantes (F1 et F2) sont eluees selon la meme procedure en 
rajoutant au tampon 30 et 70 mM de CaCI 2 respectivement. De I'EDTA est 
ajoute aux fractions a raison de 15 mM dans : la fraction FO, 45 mM dans la 
5 fraction F1 et 85 mM dans la fraction F2. Les filtrate FO, F1, F2, dialyses centre 
dc I'c gii utaa-pwe r'"<= lyopiiilises sont soumis a une elect rophorese en gel 
de polyacrylamide-uree afin de visualiser le fractionnement. La fraction F1 

contient la caseine ot^. 

La purification de la caseine est achevee par chromatographie 
10 d'interactions hydrophobes sur une colonne TSKgel phenyl 5PW [TosoHaas, 
Stuttgart, Allemagne] 150 x 21,5 mm. La fraction F1 (1 mg.mL 1 ) est mise en 
solution dans un tampon phosphate de sodium 0,48 M, pH 6,4, contenant 2,5 

M..d'uree_et..en_.pxeseuce_.de 0J_% de 2-.mercap_toethanol puis filtree sur un 

filtre 0,45 pm PVDF [Pall Corporation. Ann Arbor, Michigan, Etats-Unis]. Vingt 
1 5 milligrammes de solution proteique sont injectes. Un gradient non-lineaire de 
0,48 M a 0,037 M en phosphate de sodium pH 6,4 contenant 2,5 M d'uree est 
applique avec un debit de 6.0 mLmin' comme suit : de 480 mM a 126 mM (18 
min), 126 mM (3 min), de 126 mM a 103 mM (3 min), 103 mM (3 min), de 103 
mM a 72 mM (5 min), 72 mM (5 min). de 72 mM a 37 mM (4 min). 37 mM (17 
20 min). La caseine a,, bovine collectee est diatysee. lyophilisee et stockee sous 
vide a +4°C 

R - Preparation de I'hydrolvsat tn /p<:iqup de la caseine a., 
La caseine est mise en solution a la concentration de 0.05% (p/v) dans 
25 100 mL de tampon phosphate de sodium 67 mM, pH 8,1 contenant 0.02% 
d'azoture de sodium. La trypsine (E.C. 3.4.21.4) pancreatique bovine 
immobilisee sur billes d'agarose et traitee par la TPCK (N-tosyl-L- 
phenylalanine chloromethylcetone) [Sigma, Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis] 
est ajoutee, apres plusieurs lavage dans le tampon precedent et filtration, a la 
30 solution de caseine pour obtenir une concentration de 0,2 unites Na- 
benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) par ml. L'hydrolyse se deroule a 37°C 
pendant 24 heures. La reaction est stoppee en diluant deux fois le melange a 



I'aide d'acetonitrile 4% contenant 0,2% d'acide trifluoroacetique (TFA), puis 
en filtrant sur un filtre 0,45 urn PVDR L'hydrolysat est conserve a -30°C. 

C - Fractionnement de I'hvdrolvsat par CLHP-phase inv erse en gradient 
d'acetonitrile 

L'hydrolysat est fractionne sur colonne C18 XTerra™ [Waters, Milford, 
Massachussets, Etats-Unis] 250 x 4,6 mm thermostatee a 37°C. 500 pL 
d'echantillon (0,25 mg.mL') sont injectes. Le profil d'elution comporte une 
phase isocratique de 3 min a 1,6% d'acetonitrile dans I'eau (en presence de 
0,1% de TFA) suivie d'un gradient lineaire permettant d'atteindre 40% 
d'acetonitrile en 87 min au debit d'1 mLmin '. 

Le profil peptidique est represents sur la figure 1 ou I'absorbance a 215 
nm est portee en ordonnee et le temps d'elution en abscisse. 

Cinq des sept peptides du groupe selectionne dans le cadre de la 
presente invention correspondent aux pics peptidiques references de 1. a 4 sur 
la figure 1. Ces peptides sont collectes et lyophilises deux fois. Leur 
identification est realisee en determinant leur composition en acides amines 
par la methode a la ninhydrine de HAMILTON (23) ainsi que par spectrometrie 
de masse couplee a la CLHP, ESI-LC/MS ("electrospray source ionization" ou 
ionisation electrospray), voire par MS/MS, spectrometrie de masse en tandem. 

Le pic 1 collecte a 25 min contient le peptide TVY (SEQ ID NO : 1). 

Le pic 2 collecte a 29 min contient le peptide NMAINPSK (SEQ ID NO : 2). 

Le pic 3 collecte a 57 min contient le peptide FALPQY (SEQ ID NO : 3). 

Le pic 4 collecte a 60 min contient les peptides FPQYLQY (SEQ ID NO : 4) 
et FALPQYLK (SEQ ID NO : 5). 

Les deux autres peptides, a savoir NMAINP (SEQ ID NO : 6) et FALP (SEQ 
ID NO : 7), peuvent etre obtenus par synthese chimique selon les procedes 
conventionnels. II en est d'ailleurs de meme pour les cinq peptides obtenus 
preferentiellement par fractionnement de l'hydrolysat trypsique total de 
caseine a^. 



p - Toct in vitro d gs peptides sur I'en/yme dp conversion de 

I'anqiotensine \ (EC A) 

Le principe de I'experience repose sur la mesure de I'activite residuelle de 
I'ECA sur un substrat de synthese. I'Hippuryl-His-Leu-OH, en presence d'un 
5 peptide potentiellement inhibiteur [CUSHMAN and CHEUNG (24)]. L'acide 

hiupu . iqu* libere est dos e par C11LP o t s a qu a ntite est romparPP a un temoin 

sans inhibiteur. 

L'incubation est realisee dans un tampon CHES 50 mM, pH 8.3, contenant 
5 mM d'Hippuryl-His-Leu-OH, 350 mM de NaCI, 3,33 U.L 1 d'ECA et 5% 
0 d'ethanol. Le melange (volume final : 150 uL), apres 10 min de preincubation 
sans I'enzyme, est incube 60 min a 37°C La reaction est arretee a I'aide de 
captopril (5 uM), d'EDTA (1 mM) et deTFA (0,067%). L'acide hippurique libere 
-est -quantif Le. par _CLHP.. en ..ytLHsant une . cpjonne CI 8 _ Symmetr/ [Waters, 
Milford, Massachussets. Etats-Unis] 150 x 2,1 mm thermostatee a 37°C. Les 
5 echantiilons sont filtres sur filtre 0,45 pm PVDF et 40 uL sont injectes. Un 
gradient d'acetonitrile dans I'eau (en presence de 0,1 % de TFA) est applique a 
un debit de 0.25 mL.min-\ Ce gradient d'elution passe de 13 a 50% 
d'acetonitrile en 7 min, puis atteint 99% en 0,5 min et est maintenu a cette 

valeur durant 1,5 min. 

20 La methode de determination des IC S0 est validee en comparant la valeur 

trouvee pour le captopril (0,022 pM), un inhibiteur de I'ECA connu, aux 
valeurs bibliographiques (0,023 pM [CUSHMAN et al. (25)], 0,018 pM 
[DUNCAN et al. (26)], 0,007 pM [PIHLANTO-LEPPALA et al. (27)]). 

Les quatre pics chromatographiques (1 a 4) collectes a partir de 

25 I'hydrolysat trypsique de caseine cx SI et correspondent aux cinq peptides du 
groupe selectionne dans le cadre de la presente invention sont testes deux 
fois a une concentration de 50 pM en amines primaires. Les pics 
chromatographiques numerotes de 5 a 7 sont testes dans les memes 
conditions. 

30 Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 2 ou le pourcentage 

d'inhibition est porte en ordonnee et le numero du pic chromatographique 
en abscisse. On constate que les pics 1 a 4 contenant les peptides du groupe 
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selectionne dans le cas de la presente invention inhibent I'ECA a plus de 40%. 
parmi lesquels le pic 4 contenant les peptides FPQYLQY (SEQ ID NO : 4) et 
FALPQYLK (SEQ ID NO : 5) , le pic 3 contenant le peptide FALPQY (SEQ ID NO : 
3) et le pic 1 contenant le peptide TVY (SEQ ID NO : 1) inhibent I'ECA a plus 
de70%. 

Des peptides de synthese sont utilises pour determiner precisement les 
ICjo de ces 5 peptides. Les peptides sont testes deux fois dans un premier 
temps a des concentrations comprises entre 0,1 et 250 a 500 uM pour obtenir 
une estimation de leur !C S0 , puis testes en triple sur une gamme de 
concentrations appropriee. 

Les resultats obtenus sont presentes sur les graphes de la figure 3 ou le 
logarithme du rapport activite/inhibition est porte en ordonnee et le 
logarithme de la concentration en peptide en abscisse. Ceci permet de 
lineariser la courbe d'inhibition et d'en deduire des valeurs d'IC 50 d'apres , 
I'equation des droites. Les valeurs d'IC S0 sont recapitulees dans le tableau 1 . 

Elles sont toutes de I'ordre ou inferieures a 60 uM, etant note que les . 
peptides FALPQY (SEQ ID NO : 3) et FALPQYLK (SEQ ID NO : 5) sont les plus^. 
performants avec une valeur d'lC;,, de 4,3 jaM. 

Les sept peptides du groupe selectionne dans le cadre de la presente 
invention ont des sequences en acides amines differentes de celles des 
peptides inhibiteurs de I'ECA decrites a ce jour {FITZGERALD and MEISEL (28), 
YAMAMOTO and TAKANO (29), PIHLANTO-LEPPALA (30), NURMINEN (31), 
TAKANO (32)] y compris de celles rapportees par MAENO et a/. (13) obtenues 
a partir de la caseine a, 2 : CNa S2 -(f 198-202), CNa S2 -(f190-197) et CNa S2 -(f189- 
193). Comme precise ci-dessus, deux peptides du groupe selectionne dans le 
cadre de la presente invention, obtenus par fractionnement de I'hydrolysat 
trypsique de la caseine ont une IC S0 inferieure a 5 pM et deux autres ont 
une IC S0 inferieure a 20 uM. ce qui les dasse parmi les inhibiteurs les plus actifs 
de I'ECA parmi les peptides naturels obtenus par un processus mono- 
enzymatique sur des proteines du lait. 

En ce qui concerne les deux peptides NMAINP (SEQ ID NO : 6) et FALP 
(SEQ ID NO : 7), qui ne sont pas obtenus directement par fractionnement de 
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I'hydrolysat trypsique de la caseine c^, ils sent remarquables d'une part en ce 
qu'ils possedent un residu prolyl a leur extremite C-terminale, ce qui est 
commun a certains autres peptides inhibiteurs de I'ECA [MARUYAMA et a/. 
(33). KOHMURA et a/. (34, 35, 36), NAKAMURA et a/. (37)], et d'autre part en 
5 ce que leur sequence en acides amines est entierement comprise dans deux 

outros p e ptides MMAINPSK (SEQ ID MO : ? ) e t FAI PQY (SFO ID NO : 3) qui sont 

obtenus directement par un tel fractionnement. De ce fait, il est envisageable 
que I'utilisation comme medicament ou complement alimentaire de ces deux 
derniers peptides (SEQ ID NO 2 et 3) puisse conduire, par rupture de la liaison 
10 peptidique adequate, a la formation in vivo des deux premiers peptides (SEQ 
ID NO : 6 et 7). 

II est a noter que I'utilisation d'au moins un des sept peptides du groupe 
sejertjon^ 

medicaments, d'aiiments ou de complements alimentaires peut se faire en 
5 combinaison avec un ou plusieurs autres peptides, ayant une activite 
inhibitrice de I'ECA mais ayant une valeur d'lC*, superieure a 60 ixM. Ce serait 
le cas lors de la mise en ceuvre de I'hydrolysat trypsique total de la caseine ot^ 
ou d'une fraction de celui-ci, contenant au moins un peptide du groupe. Cette 
combinaison peut s'averer profitable pour I'activite inhibitrice in vivo vis-a-vis 
20 de I'ECA. 

De preference cette combinaison ferait intervenir les peptides suivants : 
(SEQ ID NO : 8), CNas r (f81-91), ALNEINQFYQK, Ala-Leu-Asn-Glu-lle-Asn- 

Gln-Phe-Tyr-Gln-Lys, pic 5 elue a 52 min, 

(SEQ ID NO : 9), CNo^-tfSI-SS). ALNEINQFY, Ala-Leu-Asn-Glu-lle-Asn-Gln- 
25 Phe-Tyr, pic 6 elue a 59 min, 

(SEQ ID NO : 10), CNoc s2 -(f206-207), YL, Tyr-Leu, pic 7 elue a 31 min, 

qui peuvent aussi etre obtenus par fractionnement de I'hydrolysat 

trypsique de la caseine o SJ et qui inhibent I'ECA entre 25 et 35% a une 

concentration de 50 uM en amines primaires (Figure 2). 

30 
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Tableau 1 



Inhibiteur 


N" 


Sequence 


ID NO" 


Inhibition (%) c 


ICsd(hM) 


Captopril 






- 


>99.5 


0.022 


CNas;-{f 182-184) 


I 


TVY 


1 


70.2 


15 


CNa s »(f25-32) 


2 


NMA1NPSK 


2 


42.5 


60 


CNas2-(f 174-179) 


3 


FALPQY 


3 


82.7 


4.3 " 


CNasKf 92-98) 


4 


FPQYLQY 


4 


86.0 d 


14 


CNasHf 174-181) 


4 


FALPQYLK 


5 


86.0" 


4.3 


CNas;-{f8i-91) 


5 


ALNEINQFYQK 


8 


27.2 


264 


0^-^81-89) 


6 


ALNEINQFY 


9 


32.2 


219 


CNasHf 206-207) 


7 


YL 


10 


34.8 


nd 



a numero du pic en CLHP sur la figure 1 ; b numero d'identification de la sequence du peptide ; c determine avec une 
concentration en amines primaires ou en captopril cgale a 50 \xKl ; d CNas2-(f92-98) et CNa S2 -(fl74-181) etaient 
melanges dans le pic n°4 : ncL non detcrminee. 



REVENDICATIONS 

1. Utilisation pour la preparation de medicaments a activite de type 
antihypertensive, utiles pour le traitement ou la prevention de I'hypertension 
d'un ou plusieurs peptides, ayant une activite inhibitrice vis-a-vis de I'ECA avec 
des valeurs d'lC^ d e I'ordre de ou inferieurps a 60 \i M . rhoisis parmi le qroupe 
de peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 

Asn-MetrAJA-il^Asn-Pro ( SEQ_ID NO : 6 ) _ _ 

Phe-Ala-Leu-Pro ( SEQ ID NO : 7 ) 

2. Composition pharmaceutique contenant a titre de principe actif une 
quantite efficace d'un ou plusieurs peptides, ayant une activite inhibitrice. vis- 
a-vis de I'ECA avec des valeurs d'lC^ de I'ordre ou inferieures a 60 nM, choisis 
parmi le groupe de peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro ( SEQ ID NO : 6 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro ( SEQ ID NO : 7 ) 

en combinaison avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

3. Produit alimentaire, notamment utile pour supplementer 
I'alimentation des personnes sujettes a I'hypertension ou desireuses de 
prevenir son apparition, contenant une quantite efficace d'un ou plusieurs 
peptides, ayant une activite inhibitrice vis-a-vis de I'ECA avec des valeurs d'ICso 




de I'ordre ou inferieures a 60 |iM, choisis parmi le groupe de peptides ayant 
les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 
5 Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro ( SEQ ID NO : 6 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro ( SEQ ID NO : 7 ) 
10 en combinaison avec des supports alimentaires, notamment de nature 

proteique, lipidique ou glucidique. 

4. Produit alimentaire selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il 
comprend une fraction de I'hydrolysat trypsique de la caseine <x S2 contenant au 

1 5 moins I'un des peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 
Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) ; 
Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 
Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4 ) 
20 Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 

5. Produit alimentaire selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il 
comprend I'hydrolysat trypsique total de la caseine cx^ contenant les cinq 
peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

25 Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 
Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 
Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4) 
Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 
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REVEND1 CATIONS 

1. Utilisation pour la preparation de medicaments a activite de type 
antihypertensive, utiles pour le traitement ou la prevention de I'hypertension 
d'un ou plusieurs peptides, ayant une activite inhibitrice vis-a-vis de I'ECA avec 
des valeurg d ' lC^ de I 'ord i e de uu infeiieuies a 60 \xM, choisis parmi lo groupo 
de peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 
- Asn-Met-Ala-lle^Asn-P'rO ( SEQ ID NO : 6 )" " 

Phe-Ala-Leu-Pro ( SEQ ID NO : 7 ) 

2. Composition pharmaceutique contenant a titre de principe actif une 
quantite efficace d'un ou plusieurs peptides, ayant une activite inhibitrice vis- 
a-vis de I'ECA avec des valeurs dMC^, de I'ordre ou inferieures a 60 nM, choisis 
parmi le groupe de peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro ( SEQ ID NO : 6 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro ( SEQ ID NO : 7 ) 

en combinaison avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

3. Produit alimentaire, notamment utile pour supplementer 
I'alimentation des personnes sujettes a I'hypertension ou desireuses de 
prevenir son apparition, contenant une quantite efficace d'un ou plusieurs 
peptides, ayant une activite inhibitrice vis-a-vis de I'ECA avec des valeurs d'lC. 




6. Produit alimentaire selon I'une des revendications 3 a 5 caracterise en 
ce qu'il comprend au moins l'un des peptides ayant les sequences en acides 

amines ci-apres : 

Ala-Leu-Asn-Glu-lle-Asn-Gln-Phe-Tyr-Gln-Lys ( SEQ ID NO : 8 ) 
Ala-Leu-Asn-Glu-lle-Asn-Gln-Phe-Tyr ( SEQ ID NO : 9 ) 
Tyr-Leu ( SEQ ID NO : 10). 



de l'ordre ou in-ferieures a 60 uM, choisis parmi le groupe de peptides ayant 
les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

PhP-Pro-Gln-Tyr-l Pii-Gln-Tyr ( SFO ID NO : 4 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 
Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro ( SEQ ID NO : 6 ) 
Phe-Ala-Leu-Pro ( SEQ ID NO : 7 ) 

en combinaison avec des supports alimentaires, notamment de nature 
proteique, lipidique ou glucidique. 

.. „ 4, .ProduiL. alimentaire.. selon. Ia .revindication- 3 . caracterise- en. .ce-q u'LL 

comprend une fraction de I'hydrolysat trypsique de la caseine otjj contenant au 
moins Tun des peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 

5. Produit alimentaire selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il 
comprend I'hydrolysat trypsique total de la caseine contenant les cinq 
peptides ayant les sequences en acides amines ci-apres : 

Thr-Val-Tyr ( SEQ ID NO : 1 ) 

Asn-Met-Ala-lle-Asn-Pro-Ser-Lys ( SEQ ID NO : 2 ) 

Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 3 ) 

Phe-Pro-GJn-i'yr-Leu-Gln-Tyr ( SEQ ID NO : 4) 

Phe-AIa-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-Lys ( SEQ ID NO : 5 ) 



m ■ ,i8 ... • 

6. Produit alimentaire selon I'une des revendications 3 a 5 caracterise en 
ce qu'i.l comprend au moins I'un des peptides ayant les sequences en acides 
amines ci-apres : 

Ala-Leu-Asn-Glu-ile-Asn-Gln-Phe-Tyr-Gln-Lys ( SEQ ID NO : 8 ) 
Aia-Leu-Asn-Glu-lle-Asn-Gln-Phe-Tyr ( SEQ ID NO : 9 ) 
Tyr-Leu ( SEQ ID NO : 10 ). 



100 -, 




1 2 3 4 5 6 7 

Numeros des pics chromatographiques 



Figure 2. Activite inhibitrice de PECA de peptides trypsiques issus de la caseine 
bovine (les numeros font reference aux pics chromatographiques donnes par la 
Figure 1) 




1 2 3 4 5 6 7 



Numeros des pics chromatographiques 

Figure 2. Activite inhibitrice de PECA de peptides trypsiques issus de la caseine 
0Cs2 bovine (les numeros font reference aux pics chromatographiques donnes par la 
Figure 1) 




a^-CN (f25-32) 
SEQ ID NO : 2 
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a s ,-CN (H74-179) 
" SEQ ID NO : 3 



a s ,-CN (fV2-98) 
' SEP ID NO : 4 




-4,5 



Og,-CN (fl 74-1 81) 
SEQ ID NO : 5 




Log [peptide] (|aM) 



Figure 3. Determination de la valeur d'IC 50 de peptides selectionnes a partir de la Figure 2. 
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Log IpeptideJ (jaM) 

Figure 3. Determination de la valeur d'IC S0 de peptides selectionnes a partir de la Fi; 
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Tableau 1 



Inhibiteur 



Sequence 



ID NO 



Inliibition (%) e 



Captopril 

CNas2-(f 182-184) 
CNa SI -(125-32) 
CNa^-(f 174-179) 



>99.5 




IC5.. (jiM) 



0.022 



1 


TVY 


1 


70.2 


I 0 


2 


NMAINPSK 


2 


42.5 


60 


3 


FALPQY 


3 


82.7 


4.3 


4 


FPQYLQY 


4 


86.0 ,l 


nr~ 


4 


FALPQYLK 


5 


86.0 d 


4.3 


5 


ALNEINQFYQK 


8 


27.2 


264 


6 


ALNEINQFY 


9 


32.2 


219 


7 


YL 


10 


34.8 


nd 



CNas=-(f 92-98) 
CNas;-(r 174-181) 
CNa S2 -(f81-91) 
CNas : -(f81-89) 
CNa S2 -(f 206-207) 



■ .nunc, du pie en CLHP sur ,a ngurc 1 : > nan™ d—^n de ££^yg£5^ JSS 
concentration en amines primaircs ou en captopril egale uM . CNasrti^ J*) 
melanges dans lc pic n°4 : nd. non dctcrmince. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> INGREDIA 

<120> Utilisation d'au moins un peptide de la caseine alpha 
(s2) a activite inhibitrice de 1 1 enzyme de conversion 
de 1 1 angiotensine I pour la preparation de medicament 
d' aliments et de complements alimentaires ; 

<130> 1H904 870/0004FRO 

<160> 10 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 3 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 

<400> 1 
Thr Val Tyr 
1 



<210> 2 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2> 
<400> 2 

Asn Met Ala He Asn Pro Ser Lys 
1 5 



<210> 3 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 
<400> 3 

Phe Ala Leu Pro Gin Tyr 
1 5 



<210> 4 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 
<400> 4 

Phe Pro Gin Tyr Leu Gin Tyr 
1 5 



<210> 5 
<211> 8 




— - r 



2 



m 




<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 



<400> 5 

Phe Ala Leu Pro Gin Tyr Leu Lys 
1 5 



<210> 6 
<211> 6 

<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 

<400> 6 

Asn Met Ala lie Asn Pro 
1 5 



<210> 7 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 

- <4GO>- -7- - — 

Phe Ala Leu Pro 
1 



<210> 8 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 
<400> 8 

Ala Leu Asn Glu lie Asn Gin Phe Tyr Gin Lys 



<210> 9 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 
<400> 9 

Ala Leu Asn Glu He Asn Gin Phe Tyr 
1 5 



<210> 10 
<211> 2 
<212> PRT 

<213> caseine alpha (s2) 



1 



5 



10 



<400> 10 
Tyr Leu 
1 
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